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Q. 摘要: 介绍 了 近 些 年 在 生物 膜 微 环境 分 析 领 域 迅速 发 展 的 显微镜 观测 技术 激光 扫描 显微镜 ) ， 表 面 分 析 
A (电子 显微镜 ， ATIM, 傅立叶 转换 红外 光谱 ， 拉 曼 光 谱 ， 和 微 电 极 技 术 ， 分 析 对 比 多 种 技术 的 
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Abstract Pipe corrosion is one of the most important problems having influence on safe transportation and distribution in 
water supply system. Pipe corrosion has close relation with microorganism vital activity in water distribution system. 
Biofilm commonly found on the inner walls of water distribution system play a vital role on the corrosion occurred on the 
surface between aqueous phase, biofilm and pipe substrate. Therefore, to study the dynamics results of structure, 
composition and microbial community structure in biofilm micro-environment is an important way to reveal the pipe 
corrosion mechanism and develop corrosion protection measures. Microscopy techniques (Laser Scanning Microscopy), 
surface analysis techniques (Electron Microscopy, Atomic Force Microscopy, Fourier Transform Infrared Spectroscopy, 
Raman Spectroscopy) and microelectrode techniques which were rapidly developed in biofilm micro-environment 
analysis recent years were introduced in this article, including the advantages and disadvantages of the above analytic 
techniques, their application in corrosion study. At last, future research direction for those techniques on pipe corrosion 
study have also been discussed. 

Key words Materials failure and protection; Detection techniques; Chemical analysis; Biofilm micro-environment; 
corrosion in water distribution system 


1. 前 言 

确保 供水 的 连续 性 和 稳定 性 ， 输 配 系统 中 无 “饮用 水 这 种 电解 质 溶液 接触 时 发 生 原 电 池 反应 。 
二 次 污染 是 供水 管 网 安全 输 配 的 两 个 最 主要 的 方 ”在 此 反应 中 ， 较 活泼 的 金属 管材 失去 电子 而 被 氧 
面 。 而 饮用 水 在 长 距离 的 输 配 中 ， 与 管 网 设施 内 化 ， 形 成 管道 的 电化 学 腐蚀 。 微 生物 腐蚀 是 指 筑 
壁 接触 ， 将 不 可 避免 地 发 生 许 多 复杂 的 反应 ,使 。 ”生物 通过 自己 的 生命 活动 引起 或 促进 材料 腐蚀 破 
管道 或 附属 设施 受到 侵蚀 或 发 生 腐蚀 ， 可 能 造成 ”” 坏 外。 通常 微生物 腐蚀 、 化 学 腐蚀 和 ?电化 学 腐蚀 
管道 破损 甚至 失效 ， 增 加 维修 和 更 换 费 用 ， 可 能 。” 相互 影响 , 密 不 可 分 。 因 为 腐蚀 是 一 个 界面 过 程 ， 
导致 水 量 水 压 损失 ， 也 可 能 产生 管道 阻塞 、 供 水 其 动力 学 过 程 必然 被 界面 的 物理 化 学 环境 (如 : 氧 
能 耗 增加 ， 还 将 影响 水 质 稳 定性 ， 使 水 的 浊 度 、 浓度 、 盐 度 、pH 值 和 氧化 还 原 电位 等 ) 所 决定 。 
色 度 、 细 菌 种 类 和 数量 、 铁 、 锰 及 其 他 有 毒 重 水 环境 中 ， 微 生物 在 管 壁 表面 的 附着 生长 是 高 度 
属 含量 等 水 质 指 标 恶 化 上 1。 
管 网 腐蚀 的 成 因 主要 有 化 学 腐蚀 、 电 化 学 
蚀 和 微生物 腐蚀 (MIC)。 化 学 作用 通常 是 管材 ) 
蚀 的 一 个 重要 机 制 ， 管 网 的 水 质 指标 : pH 值 、 
度 、 硫 酸根 、 氧 离子 、 钙 镁 离子 、 溶 解 氧 和 消 
剂 等 均 不 同 程度 地 影响 着 金属 管 或 水 泥 基 管 的 
蚀 过 程 。 管 道 的 电化 学 腐蚀 是 金属 管材 的 管道 与 
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自发 过 程 ， 微 生物 附着 到 湿润 基质 表面 生长 ， 并 
分 泌 粘 性 的 胞 外 代谢 产物 (EPS) 形成 生物 膜 。 生 
物 膜 的 形成 、 生 长 和 脱 附 速 率 与 界面 的 物理 化 学 
环境 密切 相关 中 。 管 壁 上 动态 的 生物 膜 会 影响 界 
面 环 境 因 子 的 传 质 过 程 , 改变 生物 膜 / 管 壁 界 面 的 
化 学 或 电化 学 性 质 ， 进 而 影响 腐蚀 。 因 此 ， 观 测 
和 分 析 生 物 膜 微 环 境 状态 对 探究 界面 腐蚀 的 机 理 
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物 附着 和 获取 营养 物质 ， 抵 御 消 毒剂 对 微生物 的 
灭 活 作 用 , 为 微生物 繁殖 提供 更 安全 的 环境 。EPS 
的 物理 化 学 性 质 (如 EPS 的 强度 ， 粘 性 ， 电 荷 性 
等 ) 影 响 管 壁 基底 /生物 膜 /水 相 界面 性 质 ， 所 以 
EPS 在 界面 腐蚀 过 程 中 的 作用 也 是 吸 待 研究 的 问 
题 王 汪 。 另 外 ， 腐 蚀 界面 上 生物 膜 的 传 质 过 程 也 
对 腐蚀 产生 重要 的 影响 ， 生 物 膜 的 结构 ， 厚 度 ， 


有 重要 作用 ， 也 为 开发 防 控 管 网 腐蚀 的 技术 方案 
提供 理论 依据 ， 有 助 于 保障 供水 管 网 安全 输 配 。 
国内 外 学 者 已 经 将 诸多 技术 应 用 于 生物 膜 微 
环境 的 分 析 : 一 方面 是 利用 各 种 表面 分 析 技 术 、 
显微镜 技术 对 生物 膜 进 行 原 位 无 损 或 非 原 位 的 观 
测 ;一 方面 将 显微镜 技术 与 荧光 标记 技术 ， 分 子 
生物 学 技术 结合 对 生物 膜 进行 膜 三 维 结构 成 像 ， 


密度 和 介质 流速 都 将 影响 生物 膜 的 传 质 过 程 [5 。 

生物 膜 的 异 质 性 和 微 环境 的 成 分 复杂 性 给 界 
面 腐蚀 机 理 的 研究 带 来 诸多 困难 。 近 年 来 随 着 测 
试 技术 的 不 断 发 展 和 计算 机 技术 的 飞速 提高 ， 各 
种 新 型 或 者 经 过 改进 的 微观 成 像 技 术 ， 表 面 分 析 
技术 , 微 电 极 技术 能 够 对 微生物 乃至 细胞 微 结 构 ， 
微生物 生理 活动 进行 实时 动态 的 观测 ， 为 人 们 提 


膜 组 成 成 分 和 微生物 群落 特征 的 确定 ， 另 一 方 画 
主要 是 通过 微 电 极 技术 对 生物 膜 微 环 境 的 生理 、 
生化 指标 浓度 变化 和 传 质 过 程 进行 测定 和 分 析 
[67] 


研究 表明 微生物 腐蚀 作用 于 生物 膜 的 形成 和 
生长 密切 相关 四。 供水 管 网 贫 营 养生 长 环境 中 (有 
机 物 浓度 低 于 2mg/D), 约 有 95% 的 细菌 在 管 壁 上 
附着 生长 四。 管 壁 上 的 生物 膜 成 分 复杂 ， 主 要 包 
括 细菌 、 真 菌 、 病 毒 、 原 生动 物 和 其 他 无 脊椎 动 
物 等 ， 微 生物 新 陈 代谢 分 泌 的 胞 外 聚合 物 (EPS)， 
管道 腐蚀 产物 ， 无 机 盐 类 沉淀 物 ， 腐 殖 质 和 微 生 
物 残 骸 等 。 般 经 历 如 下 几 个 阶段 ，(1) 无 机 离子 
的 矿 化 作用 以 及 有 机 大 分 子 的 吸附 作用 ， 在 材料 
表面 形成 一 层 厚度 约 为 20-80 nm 的 膜 ; (2) 聚 结 
的 细胞 松散 地 附着 ，(3) 聚居 的 微生物 牢固 附着 
于 材料 表面 (4) 微生物 群落 形成 ， 同 时 其 代谢 
活动 产生 胞 外 聚合 物 ;(5 ) 群落 向 上 和 向 外 扩展 ， 
形成 规则 和 不 规则 的 结构 ，(6) 生物 膜 逐 渐 趋 于 
成 熟 稳定 ， 新 的 微生物 进入 生物 膜 并 生长 ， 有 机 
和 无 机 碎片 被 结合 ， 并 且 溶 液 梯度 形成 ， 导 致 生 
物 膜 空间 的 异 相 结构 ，(7) 随 着 时 间 的 推移 ， 生 
物 膜 稳定 性 降低 ， 后 期 会 发 部 分 脱落 。 生 物 膜 改 
变 了 界面 的 物理 化 学 性 质 ， 不 同时 期 形成 的 生 4 
膜 对 界面 的 腐蚀 起 着 不 同 的 作用 ， 生 成 的 生物 有 
越 厚 越 容易 剥落 ， 而 不 均匀 的 生物 膜 将 引起 界 理 
材料 的 局 部 腐蚀 下 。 微 生物 代谢 产生 的 多 糖 、 
和 蛋白质 、 核 酸 、 酯 类 等 有 机 聚合 物 统称 为 胞 外 聚 
合 物 (EPS), 占 生物 膜 总 量 的 50% 以 上 , 它们 相互 
牢固 地 凝聚 在 一 起 构成 生物 膜 的 支架 ， 利 于 微 生 
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供 更 加 准确 和 细致 的 微 环境 信息 ， 推 动 了 生物 膜 
生长 和 传 质 模型 的 创建 和 发 展 ， 促 进 了 生物 膜 模 
型 理论 研究 进程 ?93。 生物 膜 模型 理论 能 够 描述 
和 预测 生物 膜 生长 和 传 质 过 程 ， 对 于 揭示 界面 微 
生物 腐蚀 机 理 有 重要 作用 。 本 文 将 针对 性 地 介绍 
显微镜 技术 、 表 面 分 析 技 术 和 微 电 极 技 术 在 生物 
膜 微 环境 研究 工作 中 的 应 用 ， 并 对 其 优越 性 和 局 
限 性 进行 分 析 比 较 ， 简 要 介绍 了 多 种 分 析 技 术 结 
合 在 管 网 生物 膜 研究 中 的 应 用 ， 同 时 也 对 微生物 
腐蚀 机 理 进 行 介绍 ， 最 后 对 生物 膜 的 微观 分 析 技 
术 在 管 网 腐蚀 研究 中 的 应 用 进行 了 展望 。 


2 显微镜 观测 技术 在 生物 膜 分 析 中 的 应 用 


2.1 激光 扫描 显微镜 (LSM) 

1991 年 ， 激 光 扫 描 显 微 镜 (LSMD) 首 次 应 用 于 
微生物 的 研究 ， 现 今 LSM 已 经 成 为 环境 工程 领 
域 中 一 项 不 可 或 缺 的 研究 手段 (了 4。 在 传统 激光 扫 
描 显 微 镜 系 统 上 应 用 共 斩 聚 焦 装 置 ， 发 射 连续 紫 
外 光 、 可 见 激光 或 白色 激光 (也 称 为 超 连 续 光 源 ) 
激发 荧光 探 针 ， 并 利用 计算 机 对 镜 检 对 象 进行 数 
字 图 像 处 理 。 此 时 激光 扫描 显微镜 被 称 作 激光 扫 
划 共 聚焦 显微镜 (CLSM) 。 较 传统 显微镜 , 它 有 着 
不 可 比拟 的 优势 ， 如 高 分 辨 率 、 对 生物 膜 进 行 断 
层 扫描 和 成 像 、 可 实现 无 损 镜 检 、 分 析 生 物 膜 三 
维 空间 结构 ， 实 时 动态 地 对 细胞 结构 、 功 能 进行 
分 析 检 测 ， 形 成 彩色 立体 图 像 及 计算 动画 演示 等 
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双 光 子 共 聚焦 激光 显微镜 (2PLSMD) 使 用 双 光 
子 激光 (脉冲 红外 激光 ) 做 激发 光源 。 这 种 超 短 期 
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样品 内 奖 光 探 针 ， 可 以 使 足够 密度 的 光子 到 达 样 
Hi. BUEZ CLSM, 2PLSM 可 以 增加 生 
J 观察 较 厚 的 生物 膜 样品 


品 的 焦 平 
物 样品 成 


[7.22] 
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Lawrence” 最 先 采 用 CLSM f 
培养 的 生物 膜 , 发 现 微生物 生长 
充 水 孔道 隔 开 的 微 聚集 区 中 ， 
生态 功能 和 荷 电 情 况 等 都 可 能 是 高 度 的 
A25 TH CLSM 观察 发 现 生物 
L 道 内 没有 细胞 体 和 EPS; 结合 
FE 射 英 光 染 料 等 技术 ， 使 荧 


异 质 性 。De Beer 
膜 中 交错 纵横 的 子 
溶解 氧 微 


象 的 深度 ， 即 6 
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完 未 脱水 纯 


于 被 基质 包围 的 、 
E 物 膜 的 结构 、 化 


光 颗 粒 作为 示 踪 粒子 ,发 
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只 在 孔洞 


流动 ， 


不 存在 于 4 


液 进行 物质 交换 的 主要 通道 ; 并 利 


胞 实体 中 ， 订 


E 明 了 孔道 是 生物 膜 与 溶 
] CLSM 跟踪 


定量 染料 的 传 质 扩散 过 程 ， 并 计算 出 扩散 系数 。 
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DAPI, SYTO-60, 荧光 和 蛋 
胞 或 生物 膜 中 不 同 成 分 (核酸 、 蛋 
水 化 合 物 及 EPS 等 )， 对 其 进行 实 
MEEME, CLSM 与 荧光 原 
FE 物 膜 中 不 同 微生物 群体 的 空间 分 布 
时 还 可 对 生物 膜 各 种 指标 如 ; 
积 、 各 种 痰 光 强 度 
形成 生物 膜 的 动 


结合 可 观测 和 9 
KRRP, 同 
厚度 、 均 一 性 
等 参数 进行 量化 ， 从 而 获得 细 
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E 共 聚焦 显微镜 还 可 以 与 荧光 标记 技术 结 
E 物 膜 ， 采 用 不 同 荧光 染料 (如 : SYTO-9, 


染料 Sypro 等 ) 标 记 细 
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图 1 空白 对 照 反 应 器 和 和 氧 胺 消毒 的 反应 器 内 生长 期 10 周 的 生物 
膜 结构 CLSM 3D 图 像 9。 

Fig. 1 CLSM 3D images showing architecture of 10-week-old biofilms 
in the control (A) and treatment (B) reactors. Green signals are 
SYTO-9-stained cells, representing total cells, while red signals are 


Pl-stained cells, representing membrane-damaged cellsB0. 


总 之 ， 激 光 共聚 焦 显 微 镜 技 术 揭示 了 真实 生 
物 膜 的 微观 结构 ， 极 大 地 推动 了 生物 膜 生长 和 传 
质数 学 模型 的 建立 和 发 展 。 用 于 生物 膜 分 析 也 存 
在 一 些 局 限 : 该 仪器 价格 昂贵 ， 激 光 器 激发 波长 
范围 的 限制 ， 扫 描 过 程 耗 时 较 长 且 只 能 扫描 静止 
微生物 ， 许 多 运动 的 微生物 将 可 能 影响 成 像 ， 某 


! 和 名 种 量化 数据 1。 
! 影 响 生 物 膜 生长 的 因素 很 多 ， 加 
产物 的 存在 给 观测 带 来 难 
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在 管 网 生物 膜 研究 中 的 应 用 仍 受到 技 


生得 生 4 


CLSM 


CLSM 与 数字 图 
现 同 时 观测 和 定量 化 4 
合 物 和 蛋白 


质 P5, Jayaraman 


供 了 保护 作 
进而 造成 对 钢铁 的 腐蚀 。 


究 好 氧 生物 膜 ， 发 现 微生物 代谢 产物 为 
某 些 微生物 (如 : Pseudomonas fragi RÆ E. Coli) 
]， 使 其 能 够 长 期 4 


] CLSM 研究 模拟 管 
胺 消毒 对 生物 膜 生物 量 和 膜 厚度 的 影 
现 氧 腕 消毒 剂 灭 活 了 81.4-83.5% 的 生 
勿 膜 厚 度 减少 了 86.3-95.6%， 但 是 
抑制 微生物 的 再 生长 站 。Fish 等 将 三 
像 技 术 结合 ， 在 供 
F 物 膜 中 细胞 、 


H 


些 荧光 染料 可 能 对 某 些 活体 细胞 活性 带 来 负面 影 
响 等 。 所 以 该 技术 有 待 新 技术 研发 和 改进 如 : 3E 
毒性 荧光 染料 的 开发 ， 分 辩 率 的 提高 、 三 维 图 像 
处 理 软件 的 优化 以 及 与 光 漂 白 欧 光 恢 复 技术 
(FRAP)、 奖 光 众 化 (PAF)、 拉 曼 光 谱 等 技术 的 联 
合 应 用 中 。 另 外 ， 随 着 克服 光学 衍射 极限 的 超 分 
辨 成 像 技 术 快 速 发 展 ， 基 于 超 分 辨 技术 的 荧光 显 
微 镜 : 受 激发 射 损耗 显微镜 (STED)、 光 敏 定位 显 
微 镜 (PALM) 以 及 随机 光 重 建 显微镜 (STORM) 可 
以 将 分 辨 率 提高 至 数 十 纳米 级 别 ， 观 察 到 细胞 亚 
结构 和 其 功能 活动 中 。 这 些 技 术 日 趋 成 熟 并 成 功 
应 用 于 细胞 生物 学 、 微 生物 学 等 研究 ， 为 整个 生 


32 
等 中 应 用 


长 在 钢铁 表面 ， 


命 科学 的 发 展 带 来 全 新 的 认识 。 


2.2 电子 显微镜 (EM) 

由 于 电子 显微镜 的 放大 率 和 分 辩 率 比 激光 共 
聚焦 显微镜 高 ， 常 被 应 用 于 生物 膜 的 亚 显 微 结 构 
观测 。 扫 描 电 子 显微镜 (SEM) 是 最 常用 的 表面 形 
貌 分 析 技 术 ， 常 与 能 谱 仪 (EDS) 联 用 对 待 测 表 面 


i 
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进行 化 学 成 分 分 析 。 然 而 ，SEM/EDS 在 高 真空 
状态 下 测试 ， 需 要 对 试 样 进行 固定 、 脱 水 和 喷 导 
电 涂 层 , 试 样 制备 过 程 会 破坏 生物 膜 原 有 的 结 校 
环境 扫描 电子 显微镜 (Environmental-SEM, ESEM) 
能 够 观测 含水 的 、 具 有 生物 活性 的 生物 膜 ， 试 样 
无 需 进行 预 处 理 ， 所 以 ESEM/EDS 是 一 种 原 位 
的 、 无 损 探测 方法 ， 然 而 其 放大 率 低 于 传统 
SEMP”, 
冷冻 扫描 电子 显微镜 (Cryo-SEM) 的 超低温 
冷冻 制 样 及 传输 技术 可 实现 直接 观察 液体 、 半 液 
体 及 对 电子 束 敏感 的 样品 ， 如 生物 、 高 分 子 材料 
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输 系统 能 确保 在 低温 状态 下 对 样品 进行 电镜 观察 
时 。 育 焦 离子 束 扫描 电子 显微镜 (Focused Ion 
Beam-SEM) 将 离子 束 的 精度 与 电子 束 的 成 像 能 
力 相 结合 ， 实 现 对 样品 空间 结构 的 高 分 辨 率 三 维 
重建 。FIB 技术 是 把 离子 束 斑 聚焦 到 亚 微米 甚至 
纳米 级 尺寸 ， 能 够 以 很 高 的 能 量 和 较 短 的 波长 直 
接 把 图 案 转移 到 较 硬 的 基体 材料 上 ， 还 可 对 材料 
和 器 件 进行 刻 蚀 、 沉 积 等 微 纳米 加 工 。 传 统 扫 
电子 显微镜 的 电子 束 穿 透 深 度 最 多 是 几 个 微米 ， 

很 难 获得 来 自 样品 的 深层 信息 。 利 用 FIB 的 连续 
切片 功能 , 可 以 加 工 若干 纳米 厚度 的 多 系列 截面 ; 


B 


等 。 样 品 经 过 超低温 冷冻 、 断 裂 、 镀 膜 制 样 ( 喷 金 


每 个 截面 用 SEM 成 像 ， 得 到 系列 的 SEM 图 像 ， 


/ 喷 碳 ) 等 处 理 后 ， 通 过 冷冻 传输 系统 放 入 电镜 内 
的 冷 台 (温度 可 至 -185°C) 即 可 进行 观察 。 其 中 , 快 
速 冷冻 技术 可 使 水 在 低温 状态 下 呈 玻 璃 态 ， 减 少 
冰晶 的 产生 ， 从 而 不 影响 样品 本 身 结构 ， 冷冻 传 


最 后 利用 数据 处 理 软 件 重 构 样品 的 三 维 形 貌 结 
构 。FIB-SEM 技术 党 与 低温 冷冻 电镜 技术 
(Cryo-SEM) 结 合 对 生物 样品 直接 成 像 上 5 。 


SEM CRYO-SEM ESEM 


2 采用 传统 SEM，Cryo-SEM 和 ESEM 对 同一 生物 膜 的 观测 图 
Fig. 2 Comparison of biofilm details obtained by conventional SEM, Cryo-SEM and ESEM 


Alhede"! 等 使 用 传统 SEM, ESEM , 
Cryo-SEM，FIB-SEM 和 CLSM 多 种 显微镜 技术 
观测 菌株 Pseudomonas aeruginosa 在 1-4d 内 生长 
的 情况 , 记录 了 该 生物 膜 在 同一 时 间 的 形 貌 图 (图 
2 和 3)。 传 统 SEM 观测 图 像 呈 现 了 清晰 的 空间 结 
构 信 息 ， 脱 水 等 预 处 理 使 细胞 暴露 ， 更 好 地 反映 
出 单个 细胞 在 生物 膜 内 的 空间 位 置 ，ESEM 和 
Cryo-SEM 能 更 好 地 展现 生物 膜 基质 及 其 与 周围 
环境 的 相互 关系 ， 但 其 分 辨 率 和 放大 倍数 不 及 
SEM; FIB-SEM 能 够 建立 高 分 辩 率 的 生物 膜 3D 
图 像 ，CLSM 特别 适合 呈现 生物 膜 全 局 结构 及 其 
基质 内 成 分 。 所 以 Alhede5 提 出 将 这 几 种 观测 手 


段 结合 起 来 ， 优 势 互补 ， 将 能 够 呈现 出 真实 的 生 
物 膜 结构 图 。 
CLSM FIB-SEM 


图 3 生物 膜 的 CLSM 3D 图 ， 生 长 期 3 天 的 生物 膜 FIB-SEM 3D 
重组 图 
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Fig. 3 Biofilm imaging by CLSM (A), FIB-SEM (B) 3D reconstruction 与 CLSM. SEM 等 显微镜 技术 观测 生物 膜 形 
ofa 3-day-old biofilm Sin, X 射线 光电 子 能 谱 CXPS) 能 够 直接 测试 出 


此 外 ， 因 为 扫描 透射 X 射 线 电子 显微镜 ”生物 膜 细胞 表面 的 化 学 成 分 ， 并 能 够 研究 实际 状 
(Scanning transmission X-ray microscopy, STXM) ” 态 下 的 环境 样品 ， 该 仪器 的 研究 结果 可 为 腐蚀 机 
具有 更 高 分 辨 率 和 可 测 含 水 样品 等 优点 ， 被 更 多  ” 理 的 探讨 提供 科学 依据 外]。 
地 应 用 于 生物 活体 的 观测 中 。Lawrence 等 应 用 透 一 些 学 者 使 用 傅立叶 转换 红外 光谱 (FTIR) 原 
射电 子 显 微 镜 (Transmission Electron Microscopy, ”位 地 观测 生物 膜 上 生物 化 学 和 物理 学 信息 ， 以 及 
TEM) 和 扫描 透射 X 射 线 电子 显微镜 成 功 标记 了 生物 膜 生长 过 程 中 这 些 信息 的 变化 四。 红外 光谱 
河流 中 生物 膜 内 部 脂 类 、 多 糖 、 蛋 白质 和 核酸 的 。” ”和 SEM 类 似 都 存在 一 个 不 足 之 处 : 待 测 样品 的 
空间 分 布 情况 9。 干燥 处 理 将 使 样品 形 貌 和 成 分 发 生变 化 。 
生物 膜 多 处 在 水 溶液 环境 中 ， 由 于 水 的 红外 
2.3 原子 力 显微镜 (AFM) OA rude ; 
AFM 可 用 来 研究 包括 绝缘 体 在 内 的 国体 材 吸收 很 强 ， 因 此 用 红外 光谱 研究 生物 体系 有 很 大 


料 表面 结构 . AFM 上 放大 悬臂 的 类 细 探 针 与 受 测 aa Ei ET 
Lm PRATZ 将 使 得 微 悬 臂 发 生 形 i SEN ET 
m diese kd p i en 生物 膜 样品 组 成 成 分 四 。 拉 曼 观测 样品 用 量 少 ， 
E AN 义工 o JJ 十 HHHY > di m" pu 让 X EL HEAZEB N 
器 检测 微 且 下 的 变化 ， 获 得 作用 力 分 布 信息 ， 从 全 四 分 共计 珊 ， 个 十 要 允 生 后、 BK 
E Y — Aye H 2u SABLES O EA Hyg 
而 以 纳米 级 分 辩 率 获得 样品 表面 形 狐 结 构 信息 及 Re PUSTE, MATIREN E aa 


200 0 - Cu B EP, RAE tlc SOCECRS) EE E 

d N i e 无 损 的 鉴定 生物 膜 中 不 同 菌 种 及 其 相互 作用 ， 进 
下 对 生物 样品 直接 成 像 ， 主 要 用 于 观测 生物 细胞 idm T 
表面 形态 ,生物 大 分 子 的 毕 构 及 其 性 质 符 。 AFM 确定 微生物 群体 的 复杂 结构 与 空间 分 布 “4 
Vae ee 单 细胞 拉 曼 光谱 能 提供 细胞 内 核酸 、 蛋 白质 、 脂 
被 应 用 于 微生物 腐蚀 研究 中 ， 观 测 金属 等 基体 表 ! 
eE, dn. smi, ame, 质 含量 等 大 量 信息 ， 可 在 不 损伤 细胞 的 条 件 下 实 
Ried oov LU ”时 动态 地 监测 细胞 分 子 结构 变化 。 表 面 增强 拉 曼 
抗菌 物质 对 生物 膜 生长 的 抑制 作用 ;被 腐蚀 基体 s E Piero du 
MRTE, Di6si 等 人 利用 AFM 观 察 核 — DOHASERS)REAE PHUKET: BURIREREIED 
废水 中 不 狗 钢 表面 微生物 膜 的 形成 情况 ， 并 发 现 EA, MEERE TR Ea a 
eset tpi 到 极 大 增强 的 分 子 振动 光谱 技术 。SERS 能 够 提 
© Yoan 委 9 用 AEN 现 济 和 定量 化 在 海水 中 介 高 高 空间 分 辩 率 的 指纹 图 谱 ， 谱 图 信息 丰富 ， 可 
= M 快速 检测 ， 已 用 于 细胞 和 病毒 的 快速 检测 和 鉴定 


= Wi H Pseudomonas NCIMB 2021 Ñl Desulfovibrio ^ 5 nere" 
'O desulfuricans 两 菌 种 对 碳 钢 的 点 蚀 作用 。 李 文 涛 "”。 i 、 复 杂 体系 中 其 它 未 知 组 
l 等 应 用 SEM 和 AFM 原 位 观察 碳 钢 表面 硫酸 看 还 


分 的 干扰 等 因素 的 影响 ，SERS 信和 号 自动 识别 存 
pA | Mr ap 上 ZI 
ES " " E H o JM. 82J GV 5j CLSM 结合 
物 腊 和 腐蚀 产物 膜 都 比较 致密 ， 对 腐蚀 具有 一 定 EENIA. BEARN CLSM 技术 给 
; , NOMEN 2 来 观测 生物 膜 的 化 学 组 成 和 鉴定 功能 微生物 种 属 
抵御 作用 ， Bic RA IL. 失去 保护 作用 ， [49,50] Ad MER ME 
Y vn py ` B " JA [40] o Schwartz 等 利用 拉 曼 光 =E ESEM 和 分 子 
并 且 在 试 片 表面 形成 浓 差 电池 加 速 腐蚀 ”。 ee A REL Ear um 
er woes does me 生物 学 技术 观测 供水 水 厂 里 石英 砂 滤 料 和 颗粒 活 
采用 原子 力 显 微 镜 进行 观测 时 ， 生 物 膜 处 于 ,,，、 i Meo icm 
ROREM 3e RR 竹炭 滤 料 表面 微生物 生长 的 情况 ， 对 生物 膜 中 
半 脱 水 状态 ， 故 只 能 观察 到 生物 膜 外 在 轮廓 ， 而 Mapa - A 
Rd i d e rcu EPS 化 学 成 分 ， 细 胞 ， 腐 殖 质 和 其 他 无 机 化 合 物 
无 法 了 解 其 内 部 的 结构 和 化 学 信息 。 但 是 目前 只 a i 
ee e cic 成 分 进行 鉴定 ， 并 对 生物 膜 微生物 群落 进行 测序 
有 AFM 能 够 测试 生物 样品 的 表面 电荷 性 质 ， 粘 附 z5] ma a E poa [Azo in — 
性 和 弹性 ， 有 助 于 微生物 细胞 与 基质 界面 之 间 相 “和 表征 。 R2 PEDRA Mae 
m dozen, aic 的 分 析 方 法 ， 能 够 从 分 子 层面 对 生命 科学 领域 的 
羊 品 提供 丰富 的 信息 。 与 共聚 焦 技术 联 用 、 成 像 
3 其 他 表面 分 析 技 术 在 生物 膜 分 析 中 的 应 用 技术 革新 将 使 该 技术 在 生物 领域 具有 更 为 广阔 的 
应 用 前 景 。 


原 菌 生物 膜 和 腐蚀 产物 膜 的 形成 过 程 。 初 期 的 生 


>- 
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4 微 电 极 技术 在 生物 膜 分 析 中 的 应 用 物 的 组 成 、 活 性 和 空间 分 布 等 情况 也 可 以 利用 微 
hl a Ats[56]s gasa SE 


SS 生物 腊 内 氨 、 肖 酸 盐 、 YA zm 
生物 膜 的 分 析 ， 基 于 微 电 极 的 生物 膜 微观 分 析 技 。 RPTTCMIAPIR, MIRI WEAN pH E 


术 全 逐步 波 应 用 于 诬 水 处 理 反应 器 中 生物 膜 微 环 ”“， 化 情况 ， 用 以 研究 硝化 细菌 的 活性 分 布 ， 观 测 到 
A^ ^ WV Hj N HÆ DOAN "T T EEN y A- T ; 
SHARM, eeu. wein AAAA RARER EETA 
研究 。 微 电极 是 电极 的 一 维 尺 寸 为 微米 或 纳米 级 为 100-120hm 的 范围 内 。Ferdelman 等 "将 微 电 
M ckum. uie Rupee. “ 极 和 分 于 生物 学 技术 结合 起 来 研究 好 氧 生物 膜 中 
下 恋 或 破坏 被 测 物 休 ， 帮 可 以 波 应 用 于 生物 活体 “的 硫酸 盐 还 原 菌 群 ， 发 现 硫 酸 盐 还 原作 用 产生 的 
检测 [3 We Dos 所 有 硫化 物 均 在 生物 膜 好 氧 层 内 被 氧化 。 Yu 等 到 
T 微 电 极 能 够 表征 生物 膜 内 外 沿 深度 (与 生物 。。 将 向 电极 技术 以 往 在 生物 膜 深度 方向 上 的 一 维 测 
p [zt HAN 6C 73 E SS S — BAI? pen x "T 
BATHED EM eM, 以。 试 转变 为 三 维 测试 ， 考 察 了 多 参数 在 生物 膜 平面 
及 膜 内 部 其 次 诬 上 等 征 参数 的 变化 情况 ， 同 时 能 “的 分 布 情况 ， 同 时 将 溶解 氧 微 电 极 用 于 现场 环境 
BIRERE. Artanis, n 的 测试 ， 进 一 步 拓展 了 微 电 极 的 测试 范围 。 徐 尼 


- 明 利用 微 电 极 研 究 浸泡 在 海水 中 的 不 锈 钢 表面 生 
T 以 获得 两 类 参数 : 膜 水 界面 的 物质 传输 速率 与 膜 i. » san 
> 获得 两 类 参数 : BUKRA 物 膜 ， 发 现 不 锈 钢 表 面 生物 膜 厚度 不 均 ， 并 测试 
e 内 部 的 生化 反应 速率 。 这 两 类 参数 是 推导 生物 膜 M uut AM i 

2 模型 和 研究 生物 膜 传 质 过 程 的 重要 参数 G] 生物 膜 内 部 溶解 氧 Mn? 、Fe 和 和 的 浓度 变化 ， 
向 电 设 的 尖 站 直径 通 沉 为 LOU Rugs 。 UC EROSEN BUE RID 
= y ONT Hm AKIPA 动 ， 提 出 微生物 代谢 活动 可 能 在 金属 表面 引起 浓 


4 不 同 可 以 分 为 电位 型 和 PA “A : 
厚 理 的 个 同 可 以 分 为 电位 型 微 电 角 和 电流 型 微 电 。。 vc ERRARE], Satoshi 等 将 微 


fi. ERMUA, HIRBUSU.— 电极 和 FISA 技术 联 用 观测 污水 管 网 中 腐蚀 期 为 
的 变化 与 生 测 物 质 浓度 的 对 数 成 正比 ， 通 过 绘制 。 UR I aAA 
电势 -浓度 对 数 曲 线 , 根据 测 得 电势 值得 到 待 测 物 p : 


: : : 二 区 域 处 有 高 浓度 的 溶解 氧 和 HS， 证 实 大 量 硫 氧 

JUKJS 。 i» 主要 有 和 氧 St H ES s Mr 
EMEN MR Ka. atop cae MEREEN Foe 
uoc i sie 微 电 极 技术 对 生物 膜 微 环境 的 检测 ， 不 仅 探 
lhm， 被 广泛 应 用 于 生物 膜 或 活 仁 污 泥 絮 体 的 原 。 DI EVIRISA RAPI E EAEE 
UEM. DUM Cu co. col NO， 化 ， 还 能 反映 微生物 种 类 及 其 分 布 情况， 有 助 于 
Me rp mue. uper.  — 从 微观 角度 轩 述 向 生物 对 界面 传 质 过 程 的 及 响 和 

o N mis. 环境 因子 对 生物 膜 形 成 和 脱落 的 影响 ， 揭 示 微 生 
原理 是 利用 膜 的 选择 透 过 性 ， 除 了 待 测 物质 ， 水 ERU 
MUREUEPURZOLGORRURL acm 物 在 生物 膜 与 其 他 介质 界面 上 的 功能 作用 。 微 电 
下 ， 透 过 液 膜 的 待 测 物质 在 微 电 极 的 阳极 上 发 生 。 恋 相当 光 基 末 焦 显 微 错 技 术 芍 可 以 实现 对 全 
EEn ap 物 膜 实时 地 ， 无 可 或 微 损 地 观测， 但 后 者 只 能 研 
AUR RER UT om m E n 
物质 的 浓度 。 常 用 的 电流 型 微 电 极 主要 和 包括， URANEUIHEVIAQ Smm- 20mm). ANTO, ETT fs 
EAT 裤 抗 电磁 干扰 能 力 弱 ， 使 用 寿命 较 短 ， 目 前 其 应 
a ENK, y 用 多 限于 实验 宣 规模 ， 难 以 实现 长 期 在 线 监测 。 


溶解 氧 电 极 测量 生物 膜 不 同 深度 的 溶解 氧 浓度 ， 5 供水 管 网 内 壁 微生物 腐蚀 机 理 

发 现 生物 膜 消耗 的 溶解 所 总 量 中 有 一 半 部 是 源 上 供水 管 网 中 微生物 生命 活动 对 金属 管 壁 的 腐 

膜 内 孔道 的 扩散 作用 ， 所 以 生物 膜 的 结构 极 大 地 ， z P Abu x 

影响 其 内 部 仿 质 过 程 鸭 ， 微 电极 还 可 以 测定 生物 “， 蚀 作用 主要 包括 ; 影响 电化 学 腐蚀 的 阳极 或 阴极 

T AL m psv 反应 ， 在 管 壁 上 的 生物 质 沉积 物 形成 局 部 厌 氧 环 

膜 孔 道内 有 效 扩散 系数 ， 结 合 数学 方法 构建 生物 、 

膜 内 和 去 质 动力 学 模型 史 微 电极 rj 经 成 为 研究 生 Bi, 促进 厌 氧 腐 VB 可 能 导致 原 电池 腐蚀 微 生 

物 膜 结构 及 传 质 机 理 的 重要 工具 ”生物 膜 中 微 生 。。 物 代谢 产物 侵蚀 破坏 金属 管束 。 引 起 金属 管材 府 
22 D tae cem Á 蚀 的 微生物 主要 包括 : 硫 还 原 菌 (SRB)， 硫 氧化 
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WKSOB). 铁 还 原 菌 IRB), 铁 氧化 菌 4OB), tu. 。 子供 体 更 多 的 能 量 , 供给 SRB 生存 所 需 。 很 多 研 
化 菌 (MnOB), 分 泌 有 机 酸 、 胞 外 聚合 物 或 粘液 的 。 完 也 发 现 当 缺 少 或 没有 碳 源 供给 时 ，SRB 生物 膜 
细菌 及 能 够 代谢 产生 有 机 酸 的 真菌 等 1]。 会 产生 比 正常 碳 源 供给 的 SRB 生物 膜 更 大 更 深 
此 外 ， 生 物 膜 的 重要 组 分 - 胞 外 多 聚 物 (EPS) HJA, SRB 生物 膜 通过 腐蚀 金属 能 存活 更 久 的 
可 以 改变 生物 腊 管 材 界面 状态 , 也 是 影响 管 网 腐 OT, BCSR 理论 还 可 以 解释 产 甲烷 古 细菌 
蚀 的 关键 因素 。EPS 对 生物 腊 / 金 属 界面 的 影响 包 和 硝酸 盐 还 原 菌 为 获取 能 量 而 腐蚀 金属 的 现象 
括 : (0 改变 金属 表面 的 疏水 性 质 ，(2) 其 特殊 的 。 UU, Hg BCSR 理论 认为 微生物 通过 电子 传递 
官能 团 和 特定 的 顾 附 性 ， 能 够 捕捉 界面 上 释放 的 。” 链 获得 金属 释放 的 电子 ， 电 子 传递 链 主 要 包括 : 
金属 离子 或 形成 的 腐蚀 产物 ， 影 响 界 面 上 的 电化 ”细胞 膜 蛋 白 传 递 ， 生 物 纳米 线 传 递 ， 电 子 载体 依 
学 电极 反应 ，(3) 影响 扩散 速度 ， 使 生物 膜 /金属 赖 性 的 电子 传递 ”为 。 具 水 泥 内 衬 球墨 铸铁 管 或 


界面 到 生物 腊 / 水 界面 间 各 种 离子 、 溶解 氧 等 物质 。 ”水 泥 管 也 被 广泛 地 用 于 我 国 供水 管 网 中 ， 然 而 微 

的 传输 复杂 化 1。 生物 腐蚀 也 可 能 导致 水 泥 结构 劣化 、 水 泥 砂浆 成 

微生物 对 管 壁 的 腐蚀 往往 是 在 生物 膜 内 多 种 。 分 流失 ， 甚 至 开裂 漏 损 等 严重 供水 事故 。 国 内 外 

- 腐蚀 相关 菌 群 联合 作用 下 进行 的 。 油 田 采 集 管 线 ”对 微生物 水 泥 腐蚀 问题 (MICC) 也 进行 了 广泛 研 
z 中 常见 的 SRB 和 IOB 菌 属 就 是 典型 的 协同 腐蚀 A API MICC WEZER: (1) 硫 氧 化 


菌 % 中 。 海 水 中 碳 钢 的 腐蚀 过 程 中 也 存在 SRB, 菌 的 代谢 产物 与 水 泥水 化 物 反 应 生成 膨胀 性 产物 
SOB 和 IRB 菌 属 的 协同 或 抑制 作用 四 全 。 杨 帆 、 钙 矶 石 (ettringitej 和 石膏 (gypsum)， 破 坏 了 水 泥 的 
孙 慧 芳 等 研究 发 现 供水 管 网 中 老 旧 铸铁 管 上 生物 “结构 。 由 此 产生 的 裂缝 进一步 加 剧 腐蚀 作用 ; Q) 
膜 中 SRB 和 SOB 加 速 腐蚀 进程 和 铁 的 释放 ,IRB 硝化 细菌 代谢 生成 硝酸 溶 蚀 水 泥 成 分 ，(3) 产 酸 
促进 含有 磁铁 矿 的 致密 腐蚀 层 生 成 从 而 抑制 了 腐 。” 真菌 代谢 生成 的 酸 类 物质 与 水 泥水 化 物 反 应 生成 


蚀 和 铁 的 释放 ， 老 旧 管 壁 的 腐蚀 程度 取决 于 “可 溶性 物质 ， 降 低 水 泥 强度 ， 劣 化 水 泥 结构 。 
SRB, SOB, IRB 和 IOB 中 优势 菌 的 腐蚀 作用 供水 管 网 中 大 多 数 金属 管 和 有 具 水 泥 内 衬 管 等 
[5667]. 管材 投入 使 用 5 年 以 后 ， 均 会 出 现 腐蚀 ， 造 成 输 


研究 表明 生物 膜 的 生长 ， 结 构 和 功能 受到 微 水 过 程 中 的 水 质 下 降 。 结 果 表 明 : 随 着 管 段 服务 
生物 群体 行为 调控 机 制 (Quorum sensing) 和 细胞 年 限 的 增 大 ， 管 网 内 壁 腐 蚀 也 越 严 重 ， 其 生物 膜 
zi 555 (Cell signaling) 的 控制 &。 因 此 ， 为 探 ”” 活 菌 数 也 越 多 [ 涩 。 随 着 城市 的 快速 扩张 ， 供 水 管 


明 腐蚀 机 理 ， 微 观 的 分 子 生物 学 机 制 研究 也 是 不 。 网 的 铺设 面积 也 不 断 增加 ， 在 一 些 水 流速 低 甚至 
c 可 或 缺 的 重要 内 容 。 滞留 的 区 域 及 管 网 末端 ， 由 于 水 力 停留 时 间 过 长 
Cc 近 些 年 来 ， 学 者 又 提出 BCSR 理论 ， 从 生物 。 ”或 消毒 剂 的 衰 碱 耗 尽 ， 微 生物 或 协同 化 学 作用 引 
e 能 量 学 和 生物 电化 学 角度 诠释 微生物 腐蚀 机 理 。 起 的 腐蚀 问题 非常 严重 。 


该 理论 认为 : 生物 膜 中 硫酸 盐 还 原 菌 (SRB) 分 泌 
的 生物 活性 酶 催化 作用 下 ，SRB 细胞 膜 内 的 生物 È 生物 膜 微 环 境 分 析 技 术 的 联合 应 用 

阴极 上 硫酸 盐 的 还 原 消 耗 了 阳极 金属 材料 溶解 释 管 网 腐蚀 过 程 涉及 微生物 、 化 学 、 材 料 、 电 
放 的 电子 ， 从 而 加 速 腐蚀 。 该 理论 颠覆 了 微生物 化 学 、 数 学 、 水 力学 等 多 个 学 科 ， 微 生物 生长 繁 
腐蚀 领域 中 “物理 阴极 ”的 传统 看 法 。 生 物 电化 殖 和 衰亡 过 程 也 使 得 材料 表面 始终 处 于 非 稳 定 状 
学 领域 中 生物 阴极 的 新 观点 ， 硫 酸 盐 在 细菌 体内 态 ， 管 网 腐蚀 是 非常 复杂 的 过 程 ， 所 以 必须 联合 
发 生还 原 反 应 和 跨 细胞 膜 运输 的 相关 研究 也 有 力 多 种 技术 方法 才能 够 将 腐蚀 机 理 曾 释 明 确 。 学 者 
得 佐证 了 BCSR 理论 。BCSR 理论 中 ，SRB 腐蚀 常 联合 使 用 多 种 生物 膜 微 环境 分 析 技 术 ， 或 者 将 
金属 的 反应 是 热力 学 自发 的 放 能 反应 ， 通 过 腺 音 微 环境 分 析 技 术 与 分 子 生物 学 技术 、 电 化 学 分 析 
酰 硫酸 途径 进入 SRB 细胞 质 内 的 硫酸 根 在 SRB 技术 联 用 ， 从 多 学 科 角 度 综合 分 析 腐 刨 过 程 。 
体内 多 种 酶 催化 下 被 还 原 ， 金 属 铁 是 电子 供 体 ， James 等 (使 用 SEM/EDS, FTIR, CLSM 和 
硫酸 根 是 电子 受 体 。SRB 进行 厌 氧 呼 吸 时 ， 金 属 拉 曼 光谱 研究 海洋 环境 中 钢管 桩 的 低 水 位 加 速 腐 
铁 作为 电子 供 体 能 提供 比 碳 源 (如 : 乳酸 ) 作 为 电 蚀 现 象 。Zomorodian 等 (应 用 场 发 射 扫描 电子 显 


微 镜 ， 电 化 学 阻抗 技术 和 CLSM 评价 AZ31 镁 合 
金 上 聚 醚 酰 亚 胺 高 分 子 衬 层 的 抗 腐蚀 性 能 。 
Tiffany 等 中 "利用 SEM/EDS 观测 和 分 析 高 温 输 
管道 中 受到 腐蚀 的 碳 钢 表面 附着 大 量 生物 膜 ， 并 
结合 分 子 生 物 学 方法 确定 了 碳 钢 表面 嗜 热 硫酸 盐 
厌 氧 菌 和 嗜 温 硫酸 盐 好 氧 菌 的 代谢 活动 导致 点 蚀 

生物 膜 微 环境 技术 ， 分 子 生 物 学 技术 和 电化 
学 分 析 技 术 的 不 断 发 展 ， 融 合 互 补 为 腐蚀 与 防护 
学 科 的 研究 带 来 不 竭 动力 。 


7 展望 


尽管 人 们 很 早 就 研究 微生物 腐蚀 问题 ， 但 由 
于 水 相 / 生 物 膜 /管材 基质 界面 的 传 质 过 程 、 化 学 
或 电化 学 反应 非常 复杂 ， 目 前 还 没有 相关 研究 能 
够 找 出 微生物 生长 代谢 和 管材 腐蚀 之 间 的 直接 联 
系 ， 明 确 其 腐蚀 机 理 。 对 生物 膜 中 多 种 腐蚀 相关 
菌 属 协同 作用 于 管 壁 的 腐蚀 机 理 也 尚 不 明确 。 生 
物 膜 微 环境 的 观测 和 研究 不 仅 帮助 我 们 认识 和 揭 
示 微 生物 腐蚀 的 本 质 ， 也 为 推动 防 控 腐 蚀 技术 的 
发 展 提供 科学 依据 。 
生物 膜 具 有 各 相 异 性 的 复杂 结构 ， 很 难 用 本 
文中 提 及 的 某 一 种 方法 进行 完整 的 表征 和 研究 。 
在 不 断 推 动 各 种 生物 膜 分 析 技 术 发 展 完善 的 同 
时 ， 结 合 多 种 先进 的 仪器 ， 取 长 补 短 ， 开发 出 系 
统 的 生物 膜 微 环 境 分 析 方 案 ， 协 同 数学 模型 构建 
生物 膜 在 界面 附着 生长 模型 和 传 质 模型 ， 以 揭示 
腐蚀 过 程 的 传 质 机 制 ， 另 一 方面 将 电化 学 技术 、 
分 子 生物 学 技术 、 基 因 组 学 技术 、 微 生物 代谢 组 
学 技术 与 生物 膜 微 环境 分 析 技 术 相 结 合 ， 研 究 生 
物 膜 动态 变化 过 程 中 界面 层 的 腐蚀 机 理 ， 并 从 机 
理 出 发 ， 研 发 环境 友好 型 的 防腐 技术 ， 为 保障 国 
家 基础 设施 和 工业 等 行业 的 安全 经 济 运行 提供 有 
力 支 持 。 
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